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TITOLO 

Sequenze nucleotidiche e aminoacidiche di BAG3 da impiegare in 
ricerca, diagnosi e terapia per patologie che coinvolgono la morte 
cellulare, e per la modulazione della soprawivenza e/o morte cellulare. 

Campo dell' invenzione 

La presente invenzione si riferisce a sequenze nucleotidiche e 
aminoacidiche di BAG3 da impiegare in terapia, diagnosi e ricerca, di per 
patologie che coinvolgono la morte cellulare, e per la modulazione della 
soprawivenza e/o morte cellulare. 

In particolare, I' invenzione si riferisce all' uso di tali sequenze o ioro parti 
in leucemie, altre neoplasie e patologie che coinvolgono la morte 
cellulare. 
Background 

La morte cellulare per apoptosi e largamente responsabile del controllo 
dell' omeostasi tissutale e dei processi differenziativi ed immunitari. 
Alterazioni del programma di apoptosi sono implicate in danni tissutali 
acuti e cronici (ischemia cardiaca, renale, cerebrale o di altri organi, 
maiattie croniche degenerative come il Parkinson, la sclerosi laterale 
amiotrofica ed altre, ecc.), caratterizzate da eccessiva apoptosi, e 
maiattie neoplastiche, autoimmunitarie o di altro tipo che coinvolgono 
una apoptosi deficitaria. Inoltre, poiche i composti antineoplastici 
agiscono principalmente inducendo apoptosi nelle cellule cancerose, le 
molecole coinvolte nella risposta apoptotica determinano la sensibilita o 
la resistenza delle cellule neoplastiche alia terapia. Component! 
biochimiche e/o regolatori delle vie apoptotiche possono costituire 
bersagli di terapie modulanti, alcune delle quali hanno mostrato efficacia 
in modelli preclinici e sono ora in ptotocolli clinici sperimentali nell' uomo. 
Inoltre, molecole coinvolte nell' apoptosi possono rappresentare 
strumenti diagnostici in una gamma di maiattie e reagenti per il lavoro di 
laboratorio (1). 
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BAG3 e un membro della famiglia di proteine BAG, coinvolte in attivita 
di co-chaperone per il ripiegamento di proteine (2). Benche BAG3 mostri 
omologia con gli altri membri della famiglia BAG in alcune porzioni, come 
il dominio BAG, altre parti delle sue sequenze nucleotidica ed 
aminoacidica sono uniche (2-4). Tali porzioni uniche, specifiche di 
BAG3, sono state individuate e utilizzate per I' invenzione qui descritta. 
La proteina BAG3 e nota essere espressa in alcune linee cellulari, come 
HeLa e A2058, e, per quanto riguarda cellule umane primarie normali, 
nel muscolo scheletrico, nel cuore, nell' ovaio ed in altri tipi di cellule 
normali (2-5). L' espressione di BAG3 e stata rilevata anche in cellule 
tumorali pancreatiche umane (6). 

L'espressione di BAG3 non e stata finora riportata in altri tipi di cellule 
primarie normali o neoplastiche. 

Alcuni risultati descrivono che la trasfezione di cellule della linea 
cellulare umana HeLa (5) o della linea cellulare murina 32D (7) con 
costrutti iperesprimenti BAG3 pud incrementare modestamente I' 
apoptosi cellulare indotta da microiniezione di Bax via Fas (5), o da 
deprivazione di IL-3 (7), rispettivamente. 

Prima dei risultati qui riportati per la prima volta, non era noto che P 
espressione di BAG3 influenzasse I* apoptosi in cellule primarie, normali, 
neoplastiche o affette da altri tipi di patologie. Inoltre, la modulazione 
negativa di BAG3 con reagenti, quali oligonucleotidi, che possono 
essere usati in cellule primarie, ed i suoi effetti suJJ' apoptosi non erano 
mai stati riportati. Come non erano mai stati descritti anticorpi 
monoclonal i specifici per BAG3. 
Riassunto dell' invenzione. 

La presente invenzione si riferisce alia proteina BAG3 (SEQ. ID. N. 2), 
alle corrispondenti sequenze nucleotidiche (SEQ. ID. N. 1), e alle relative 
porzioni (indicate con una sottolineatura all'interno delle sequenze 
complete). 
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Costituisce pertanto oggetto dell' invenzione I* uso della proteina BAG3, 
dei corrispondenti polinucleotidi oodificanti per essa e relative porzioni, in 
ricerca, terapia e diagnosi nel campo della modulazione della 
sopravvivenza e/o morte di cellule primarie, in particolare nelle leucemie 
ed altre neoplasie o malattie che coinvolgano la morte cellulare. 
Rientrano nell'ambito dell'invenzione in quanta correlati a BAG3: oligo 
* per PCR; sequenze nucleotidiche per analisi di DNA o RNA; la proteina 
o sue porzioni e le sequenze nucleotidiche che per esse codificano, 
incluse molecole di DNA ricombinante, geni clonati o loro variant! 
degenerate, specialmente variants natural! come quelle alleliche; 
oligonucleotidi senso o antisenso; anticorpi monoclonali o policlonali che 
riconoscano specificamente uno o pid epitopi specific'! di BAG3. 
Reagenti e composizioni per gli usi descritti nella presente invenzione 
includono inoltre vettori, quali vettori di espressione, virus, ecc, 
contenenti sequenze specifiche di BAG3; cellule ingegnerizzate 
geneticamente per contenere tali sequenze e cellule ingegnerizzate 
geneticamente per esprimere tali sequenze. I reagenti includono inoltre i 
complementari di qualsiasi delle sequenze nucleotidiche suddette. 
Le composizioni per gli usi descritti nella presente invenzione possono 
inoltre comprendere un carrier accettabile, come un carrier 
farmaceuticamente accettabile. 

Gli usi di BAG3 descritti nella presente invenzione includono anche 
metodi per prevenire, trattare o migtiorare una condizione clinica, il che 
comprende il somministrare ad un essere umano o ad un altro animate 
una quantita terapeuticamente efficace di una composizione che 
comprenda reagenti basati su BAG3. Esempi sono metodi per prevenire, 
trattare o migliorare: danni tissutali acuti o cronici, come ischemia 
cardiaca, renale, cerebrate o di altri organi, danni cerebrali o di altri 
tessuti in relazione a HIV, malattie muscolari scheletriche, rigetto di 
trapianti; malattie degenerative croniche come il Parkinson, la sclerosi 
laterale amiotrofica ed altre; malattie neoplastiche, autoimmunitarie o di 
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altro tipo che coinvolgano un' apoptosi eccessiva o deficitaria; riparo di 
tessuti o rimarginazione di ferite, trattamento di incisioni chirurgiche, ed 
ulcere, come ulcere gastriche o diabetiche; ecc. 

Gli usi basati su BAG3 descritti nella presente invenzione sono relativi 
anche a reagenti e metodi per rilevare la presenza delta sequenza 
nucleotidica di BAG3 o della proteina o di parti di esse. Tali metodi 
possono, ad esempio, essere utilizzati come parte di valutazioni 
diagnostiche e/o prognostiche di malattie sopra dette e per I* 
identificazione di soggetti che abbiano una predisposizione a tali 
condizioni. Inoltre, I' invenzione include gli usi relativi a BAG3 per 
valutare I' efficacia di farmaci, e monitorare lo stato di pazienti, soggetti a 
protocolli clinici per il trattamento di malattie sopra dette. 
Gli usi relativi a BAG3 delta presente invenzione includono anche 
reagenti e/o metodi per I' identificazione di composti che modulino I* 
espressione o I' attivita di BAG3. Tali reagenti o metodi possono essere 
utilizzati, ad esempio, per I' identificazione di composti che possano 
migliorare i sintomi di malattie sopra dette. Tali metodi includono, ma 
non sono limitati a, saggi per identificare composti o altre sostanze che 
interagiscano con (cioe, leghino) la proteina o la sequenza nucleotidica 
di BAG3 o parti di esse. 

U invenzione include anche metodi per trattamenti terapeutici che 
possano coinvolgere la somministrazione di tali preparati ad individui che 
mostrino sintomi o tendenze correlati alle malattie sopra dette. In 
aggiunta, I* invenzione comprende metodi per il trattamento di malattie o 
disordini attraverso la somministrazione di composti o altre sostanze 
che modulino I' attivita di BAG3 e molecole correlate. Composti ed altre 
sostanze possono effettuare tale modulazione a livedo dell' espressione 
genica o della proteina. 

Preparati per diagnosi, prognosi o terapia per gli usi relativi a BAG3 
collegati alia presente invenzione possono anche riguardare applicazioni 
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in veterinaria. Particolarmente animali domestici e cavalli di razza, oltre 

agli esseri umani, sono possibili pazienti per tali applicazioni. 

Gli usi di BAG3 descritti nella presente invenzione includono anche 

reagenti e/o metodi e/o kits per attivita di laboratorio e/o di ricerca. 

Ulteriori oggetti dell' invenzione risulteranno evidenti dalla seguente 

descrizione dettagliata dell' invenzione. 
- Breve descrizione delle figure 

Fig. 1 mostra P espressione del mRNA (pannello A) e della proteina 
* (pannello B) BAG3 in cellule primarie di pazienti leucemici. 

Fig. 2 mostra la capacita di modulare negativamente BAG3 di 

oligonucleotidi antisenso di BAG3 in cellule primarie di pazienti 

leucemici. 

Fig. 3 mostra la stimolazione del rilascio del citocromo c mitocondriale 
da parte di oligonucleotidi antisenso di BAG3 in cellule primarie di 
pazienti leucemici. 

Fig. 4 mostra la stimolazione dell* attivita caspasica da parte di 
oligonucleotidi antisenso di BAG3 in cellule primarie di pazienti 
leucemici. 

Fig. 5 mostra P incremento del legame all' annessina V da parte di 
oligonucleotidi antisenso di BAG3 in cellule primarie di pazienti 
leucemici. 

Fig. 6 mostra la stimolazione dell' apoptosi in cellule primarie di B-CLL 
(leucemia linfocitica cronica B) da parte di oligonucleotidi antisenso di 
BAG3. 

Fig. 7 mostra la stimolazione dell* apoptosi in cellule primarie di ALL 
(leucemia linfoblastica acuta) da parte di oligonucleotidi antisenso di 
BAG3. 

Fig. 8 mostra la capacita di modulare negativamente BAG3 di 
oligonucleotidi antisenso di BAG3 in cellule umane U937. 
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Fig. 9 mostra la stimolazione dell' apoptosi indotta da stress in cellule 
della linea umana mieloide U937 da parte dl oligonucleotidi antisenso di 
BAG3. 

Fig. 10 mostra la stimolazione dell' apoptosi indotta da stress in linfociti 

(pannello A) o monociti (pannello B) umani normali primari da sangue 

periferico da parte di oligonucleotidi antisenso di BAG3. 

DESCRIZIONE DETTAGLIATA DELL' INVENZIONE 

Si riportano appresso la sequenza peptidica e amminoacidica di BAG.3, 

le parti sottolineate sono relative alle porzioni di particolare interesse per 

gli scopi dell'invenzione. Si intendono comunque ricomprese 

nell'invenzione anche porzioni delle sequenze indicate. 

Sequenza nucleotidica di BAG3 (SEQ. ID. N. 1): 
riferimento: NCBI PubMed. XM 055575 
Homo sapiens BCL2-associated athanogene 3 (BAG3), mRNA 
gi|1 61 5681 0|refJXM_055575.1 1[161 5681 0] 

1 gcggagctcc gcatccaacc ccggqccgcg qccaactttt 

ttggactgga ccagaagttt 
- ctagccqgcc aqttgctacc tccctttatc tcctccttcc 

cctctggcag cgaggaggct 
121 atttccagac acttccaccc ctctctggcc acgtcacccc 

cgcctttaat tcataaaggt 
I£l gcccggcqcc ggcttcccqq acacqtcqgc ggcqgaqagg 

ggcccacg gc ggcggcccgg ~ 
241 ccagagactc ggcgcccgga gccagcgccc cgcacccqcq 

ccccagcggg cagaccccaa 
301 cccagcatga gcgccgccac ccactcgccc atgatqcagq 

tggcgtccgg caacggtgac 
361 cgcgaccctt tgccccccgg atgggagatc aagatcgacc 

cgcagaccgg ctggcccttc 
421 ttcgtggacc acaacagccg caccactacg tggaacgacc 

cgcgc gtgcc ctctgagggc 
481 cccaaggaga ctccatcctc tgccaatggc ccttcccgqg 

agggctctag gctgccgcct 
541 gctaggqaaq gccaccctgt qtacccccag ctccgaccag 

gctacattcc cattcctqtq 
601 ct ccatgaaq gcqctqagaa ccqgcaggtq caccctttcc 

atgtctatcc ccagcctqq q 
661 atgcagcqat tccgaactga ggcggcagca gcggctcctc 

agaggtccca gtcacctctq 
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721 cggggcatgc caqaaaccac tcagccagat aaacagtgtg 

gacaggtggc agcggcggcg 
7 81 gcaqcccagc ccccagcctc ccacgqacct gagcggtccc 

agtctccagc tgcctctgac 
841 tgctcatcct catcctcctc ggccagcctg ccttcctccg 

gcaggagcag cctgggcagt 
901 caccagctcc cgcgqqgqta catctccatt ccggtgatac 

acgagcagaa cgttacccgg 
961 ccaqcagccc agccctcctt ccaccaaqcc caqaagacqc 

actacccagc gcagcagggg 
1021 gagtaccaga cccaccagcc tqtqtaccac aaqatccagg 

gggatgactg ggagccccgg 
1081 cccctgcggg cggcatcccc gttcagqtca tctgtccagg 

gtgcatcgag ccgggagggc 
1141 tcaccagcca ggagcagcac gccactccac tccccctcgc 

ccatccgtgt gcacaccgtg 
1201 gtcqacaggc ctcaqcaqcc catgacccat cgagaaactg 

cacctgtttc ccagcctgaa 
1261 aacaaaccag aaagtaagcc aggcccagtt ggaccagaac 

tccctcctgg acacatccca 
1321 attcaagtga tccgcaaaga ggtggattct aaacctgttt 

cccagaagcc cccacctccc 
tctgagaagq tagaggtgaa aqttccccct gctccagttc 
cttgtcctcc tcccagccct 

1441 ggcccttctg ctgtcccctc ttcccccaag agtgtggcta 

cagaagagaq ggcagccccc 
1501 aqcactgccc ctgcagaagc tacacctcca aaaccaggag 

aagccgaggc tcccccaaaa 
1561 catccaggag tgctgaaagt ggaagccatc ctggagaagg 

tgcaggggct ggagcaggct 
1621 gt-agacaact ttgaaggcaa gaagactgac aaaaagtacc 

tgatgatcga agagtatttg 
1681 accaaagagc tgctggccct ggattcagtg gaccccgagg 

gacgagccga tgtgcgtcag 
1741 gccaggagag acggtgtcag gaaggttcag accatcttgg 

aaaaacttga acagaaagcc 
1801 attgatgtcc caggtcaagt ccaggtctat gaactccagc 

ccagcaacct tgaagcagat 
1861 caqccactgc aggcaatcat ggagatgggt gccgtggcag 

caqacaaqgq caagaaaaat 
1921 gctggaaatg cagaagatcc ccacacagaa acccagcagc 

cagaagccac agcagcagcg 
1981 acttcaaacc ccagcagcat gacagacacc cctggtaacc 

cagcaqcacc gtagcctctg 
2041 ccctgtaaaa atcagactcg gaaccgatgt gtgctttagg 

gaattttaag ttgcatgcat 
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2161 


aggcaaaaca ctaataaaag 


ggctaaaaag 


y o. a. ex ci uyaLy 




cttttcttct atattcttac 






2221 


tctgtacaaa taaagaagtt 


gcttgttgtt 


u v>ay aay u u u 




aaccccgttg cttgttctgc 






2281 


aqccctgtct acttgggcac 


ccccaccacc 


uy uudyouy u. 




ggttgtgcac tgtcttttgt 






2341 agctctqqac tggaggggta gatggggagt 


caattaccca 




tcacataaat atgaaacatt 






2401 


tatcagaaat gttgccattt 


taatgagatg 


attttcttca 




tctcataatt aaaatacctg 






2461 


actttagaga gagtaaaatg 


tgccaggagc 


cataggaata 




tctgtatgtt ggatgacttt 






2521 


aatgctacat ttt 







Sequenza aminoacidica di BAG3 (SEQ. ID. N. 2): 
riferimento: NCBI PubMed. XM 055575 
Homo sapiens BCL2-associated athanogene 3 (BAG3), mRNA 
gi| 161 5681 0|ref|XM_055575. 1 1[1 61 5681 0] 

" MSAATHSPMMQVASGNGDRDPLPPGWEIKIDPQTGW P FFVDHNS 

RTTTW NDPRVPSEGPKETPSSANGPSREGSRLPPAREGHPVYPQLRPGYIP1P 
VLHEG 

AENRQVHPFHVYPQPGMQRFRTEAAAAAPQRSQSPLRGMPETTQPDKQCGQVA 
AAAAA " " " 

QPPASHGPERSQSPAASDCSSSSSSASLPSSGRSSLGSHQLPRGYISIPVIHE 
QNVTR " " " " ' " ' " 

PAAQPSFHQAQKTHYPAQQGEYQTHQPVYHKIQGDDWEPRPLRAASPFRSSVQ 
GASSR ~ ~ ™ 

EGSPARSSTPLHSPSPIRVHTWDRPQQPMTHRETAPVSQPENKPESKPGPVG 
PELPP " " ~ ~ 

GHIPIQVIRKEVDSKPVSQKPPPPSEKVEVKVPPAPVPCPPPSPGPSAVPSSP 
KSVAT 

EERAAPSTAPAEATPPKPGEAEAPPKHPGVLKVEAILEKVQGLEQAVDNFEG K 
KTDKK " ~ ~ ~" ~ 

YLMIEEYLTKELLALDSVDPEGRADVRQARRDGVRKVQTILEKLEQKAIDVPG 
QVQVY 
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ELQPSNLEADQPLQAIMEMGAVARDKGKKNAGNAEDPHTETQQPEA TAAATSN 
PSSMT 

" DTPGNPAAP " 

I frammenti polinucleotidici e aminoacidici corrispondenti alle SEQ. ID. N. 
1 e 2 sono indicati appresso: 
SEQ. ID. N. 10: 

gcggagctcc gcatccaacc ccgggccgcg gccaactttt ttggactgga ccagaagttt 
ctagccggcc agttgctacc tccctttatc tcctccttcc cctctggcag cgaggaggct 
atttccagac acttccaccc ctctctggcc acgtcacccc cgcctttaat tcataaaggt 
gcccggcgcc ggcltcccgg acacgtcggc ggcggagagg ggcccacggc 
ggcggcccgg ccagagactc ggcgcccgga gccagcgccc cgcacccgcg 
ccccagcggg cagaccccaa cccagcatga gcgccgccac ccactcgccc atgatgcagg 
tggcgtccgg caacggtgac 

SEQ. ID. N. 11: 

MSAATHSPMMQVASGNGDRDPLPPGWEIKIDPQTG 
SEQ. ID. N. 12: 

gtgcc ctctgagggc cccaaggaga ctccatcctc tgccaatggc ccttcccggg 
agggclctag gctgccgcct gctagggaag gccaccctgt gtacccccag ctccgaccag 
gctacattcc cattcctgtg ctccatgaag gcgctgagaa ccggcaggtg caccctttcc 
atgtctatcc ccagcctggg atgcagogat tccgaactga ggcggcagca gcggctcctc 
agaggtccca gtcacctctg cggggcatgc cagaaaccac tcagccagat aaacagtgtg 
gacaggtggc agcggcggcg gcagcccagc ccccagcclc ccacggacct gagcggtccc 
agtctccagc tgcctctgac tgctcatcct catcctcctc ggccagcctg ccttcctccg 
gcaggagcag cctgggcagt caccagctcc cgcgggggta catctccatt ocggtgatac 
acgagcagaa cgttacccgg ccagcagccc agccctcctt ccaccaagcc cagaagacgc 
actacccagc gcagcagggg gagtaccaga cccaccagcc tgtgtaccac aagatccagg 
gggatgactg ggagccccgg cccctgcggg cggcatcccc gttcaggtca tctgtccagg 
gtgcatcgag ccgggagggc tcaccagcca ggagcagcac gccactccac tccccctcgc 
ccatccgtgt gcacaccgtg gtcgacaggc ctcagcagcc catgacccat cgagaaactg 
cacctgtttc ccagcctgaa aacaaaccag aaagtaagcc aggcccagtt ggaccagaac 
tccctcctgg acacatccca attcaagtga tccgcaaaga ggtggattct aaacctgttt 
cccagaagcc cccacctccc tctgagaagg tagaggtgaa agttccccct gctccagttc 
cttgtcctcctcccagccct ggcccttctg ctgtcccctc ttcccccaag agtgtggcta 
cagaagagag ggcagccccc agcactgccc ctgcagaagc tacacctcca 
aaaccaggag aagccgaggc tcccccaaaa catccaggag 

NDPRVPSEGPKETPSSANGPSREGSRLPPAREGHPVYPQLRPGYIPIP 
VLHEGAENRQVHPFHWPQPGMQRFRTEAAAAAPQRSQSPL.RGMPE 
TTQPDKQCGQVAAAAAAQPPASHGPERSQSPAASDCSSSSSSASLPS 
SGRSSLGSHQLPRGYIStPVIHEQNVTRPAAQPSFHQAQKTHYPAQQG 
EYQTHQPVYHKIQGDDWEPRPLRAASPFRSSVQGASSREGSPARSST 
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PLHSPSPIRVHTWDRPQQPMTHRETAPVSQPENKPESKPGPVGPEL 
PPGHIPIQVIRKEVDSKPVSQKPPPPSEKVEVKVPPAPVPCPPPSPGPS 
AVPSSPKSVATEERAAPSTAPAEATPPKPGEAEAPPKHPGVLKVEAILE 
KVQGLEQAVDNFEG 

SEQ. ID. N. 14 

attgatgtcc caggtcaagt ccaggtctat gaactccagc ccagcaacct tgaagcagat 
cagccactgc aggcaatcat ggagatgggt gccgfggcag cagacaaggg caagaaaaat 
gctggaaatg cagaagatcc ccacacagaa acccagcagc cagaagccac 
agcagcagcg acttcaaacc ccagcagcat gacagacacc cctggtaacc cagcagcacc 
gtagcctctg ccctgtaaaa atcagactcg gaaccgatgt gtgctttagg gaattttaag 
ttgcatgcat ttcagagact ttaagtcagt tggtttttat tagctgcttg gtatgcagta acttgggtgg 
aggcaaaaca ctaataaaag ggctaaaaag gaaaatgatg cttttcttct atattcttac 
tctgtacaaa taaagaagtt gcttgttgtt tcagaagttt 
aaccccgttg cttgttctgc 

agccctgtct acttgggcac ccccaccacc tgttagctgt . 
ggttgtgcac tgtcttttgt 

agctctggac tggaggggta gatggggagt caattaccca 

tcacataaat atgaaacatt 
tatcagaaat gttgccattt taatgagatg attttcttca 
tctcataatt aaaatacctg 

actttagaga gagtaaaatg tgccaggagc cataggaata 
tctgtatgtt ggatgacttt 
aatgctacat ttt 

SEQ. ID. N. 15: 

ELQPSN LEADQ PLQAIMEMGAVAAD KG KKNAG NAEDPHTETQQPEAT 
AAATSNPSSMTDTPGNPAAP 

Abbiamo analizzato per PCR I* espressione del mRNA di BAG3 in cellule 
primarie da pazlenti con B-CLL. II mRNA di BAG3 era rilevabile in tali 
cellule, ed i suoi livelli apparivano aumentati dal trattamento con il 
chemioterapico fludarabina fosfato (fig. 1, pannello A). Inoltre abbiamo 
ottenuto un anticorpo policlonale di coniglio contro il peptide sintetico 
NPSSMTDTPGNPAAPcooh (SEQ. ID. N. 3), corrispondente agli ultimi 15 
aminoacidi della regione carbossiterminale della proteina BAG3; Con 
tale anticorpo BAG3- specifico abbiamo analizzato per 
immunofluorescenza I'espressione della proteina BAG3, che era 
rilevabile in cellule primarie di B-CLL ed i cui livelli apparivano aumentati 
dal trattamento con fludarabina (fig. 1, pannello B). In una complessiva 
analisi su 18 campioni di B-CLL, 13 mostravano livelli rilevabiii della 
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proteina BAG3, ed in 11 di questi tali livelli venivano aumentati dal 
trattamento con fludarabina. 

Questi risultati dimostrano per la prima volta che I' espressione di BAG3 

e rilevabile in cellule leucemiche primarie e modulata da terapia. Tali 

risultati forniscono un uso diagnostico e/o prognostico, mai rivelato 

prima, di reagenti basati su BAG3 nelle leucemie. 

Per modulare I* espressione di BAG3, abbiamo costruito oligonucleotidi 

antisenso: 

antisenso 1: TGCATCATGG GCGAGTGGGT GGCGG (SEQ. ID. N. 4), 
antisenso 2: GCTCATGCTG GGTTGGGGTC TG (SEQ. ID. N. 5), 
antisenso 3: ATTAAAGGCG GGGGTGACGT GG (SEQ. ID. N. 6), 
e nonsenso di controllo: 

nonsenso 1: TTATATTCTATTATATTTATGAACTCC (SEQ. ID. N. 7), 
nonsenso 2: CCTCGTAACCACCG ACCTCAAT (SEQ. ID. N. 8), 
nonsenso 3: GCTTATGGAG GATTGAGGTT GG (SEQ. ID. N. 9). 
Altri oligo si possono costruire, analoghi funzionalmente a quelli indicati, 
in particolare gli oligo si possono costruire sulla base delle sequenze 
indicate con SEQ. ID. N. 10, 12, 14. 

La somministrazione degli oligo antisenso, ma non di quelli nonsenso, a 
cellule leucemiche umane primarie ex vivo produceva una modulazione 
negativa dei livelli della proteina BAG3. Risultati rappresentativi sono 
mostrati in fig.2; risultati analoghi sono stati ottenuti con tre differenti 
campioni di B-CLL. Questi risultati forniscono un uso, non mostrato 
prima, di oligonucleotidi antisenso per BAG3 per modulare i livelli della 
proteina BAG3 in cellule primarie (in questo caso neoplastiche, e 
specificamente leucemiche). 

Abbiamo quindi analizzato se gli oligonucleotidi antisenso, modulando i 
livelli della proteina BAG3, infiuenzassero I' apoptosi. Cellule primarie da 
pazienti leucemici sono state incubate con o senza oligonucleotidi 
antisenso o di controllo e/o fludarabina, e sono stati analizzati differenti 
eventi dell* apoptosi: rilascio del citocromo c mitocondriale (8), 
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attivazione della caspasi 3 (9), legame dell' annessina V (10) e 
comparsa di elementi ipodiploidi (11). Un' analisi complessiva su 15 
campion! di B-CLL mostrava che la somministrazione di oligo antisenso, 
ma non di oligo di controllo, alle cellule produceva la stimolazione del 
rilascio del citocromo c mitocondriale (fig. 3), dell' attivita caspasica (fig. 
4), del legame dell* annessina V (fig. 5) e della comparsa di elementi 
ipodiploidi (fig. 6). La stimolazione dell' apoptosi era ulteriormente 
amplificata dali' aggiunta di fludarabina (fig. 6). Inoltre, in 4 su 4 campioni 
di ALL analizzati, I' effetto pro-apoptotico degli oligo antisenso usati da 
soli era particolermente notevole, poiche la percentuale di elementi 
ipodiploidi raggiungeva >60% (simile al valore ottenuto con il composto 
chemioterapico AraC) (fig. 7). 

Percio noi dimostriamo per la prima volta che la modulazione negativa 
dei livelli di proteina BAG3 attraverso la somministrazione di 
oligonucleotidi antisenso di BAG3 in diversi tipi di cellule primarie di 
leucemia umana pud stimolare I' apoptosi. L' effetto pro-apoptotico § 
notevole quando gli oligo vengono somministrati da soli e pud essere 
sinergico con quello di differenti chemioterapici. 

Questi risultati forniscono la possibility di uso, mai mostrato prima, di 
reagenti che modulano BAG3, come oligonucleotidi antisenso, di 
modulare la soprawivenza e/o la morte in cellule umane primarie, in 
questo caso neoplastiche, e specificamente leucemiche. Essi indicano 
anche il possibile uso di tali reagenti in sinergia con altri farmaci. 
Ulteriori risultati sono stati ottenuti usando cellule umane di tipi differenti: 
cellule di osteosarcoma della linea SAOS, in cui abbiamo rilevato un 
marcato effetto pro-apoptotico degli oligonucleotidi antisenso usati da 
soli (tabelfa 1); e cellule mieloidi della linea U937, in cui gli antisenso di 
BAG3 potevano aumentare ¥ apoptosi indotta da stress (fig. 9). In 
particolare, Y aumento dell* apoptosi indotta da stress in cellule U937 ci 
ha suggerito di verificare se reagenti basati su BAG3 potessero 
interferire anche con gli effetti dello stress in cellule umane primarie. 
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Percio abbiamo somministrato oligo antisenso o di controllo a linfociti o 
monociti umani normali ex vivo da sangue periferico, trattati con gli 
induttori di stress dietilmaleato (DEM) e 2-metossimetilestradiolo (2-ME). 
Oligo antisenso, ma non di controlllo, amplificavano altamente I' apoptosi 
in queste cellule (fig. 10). Questi risultati dimostrano per la prima volta 
che gli effetti dello stress su cellule umane primarie (in questo caso, 
cellule normali, e specificamente linfociti e monociti del sangue 
periferico) possono essere modulati da reagenti basati su BAG3. 
Abbiamo analizzato se con reagenti basati su BAG3 si potesse ottenere 
protezione dalla morte cellulare. Percio abbiamo trasfettato cellule della 
linea 293 con un costrutto iperesprimente BAG3 ed abbiamo verificato 
gli effetti sull' apoptosi indotta da stress. La trasfezione con il costrutto 
BAG3 produceva una protezione dall' apoptosi indotta da stress (tabella 
2)- 

Infine, attraverso procedure standard, gia messe in pratica nel nostra 
laboratorio (12), abbiamo prodotto un anticorpo monoclonale murino, 
chiamato AC-1. Questo e specifico per la proteina BAG3. 
Con riferimento agli scopi della presente invenzione, la proteina BAG3, il 
corrispondente polinucleotide, relative porzioni polipeptidiche e 
polinucleotidiche e gli oligonucleotidi antisenso possono essere impiegati 
per scopi di ricerca, diagnosi e terapia per affezioni quali le leucemie e 
per altre neoplasie e malattie che coinvolgono la morte cellulare, e per la 
modulazione della soprawivenza e/o morte cellulare. I reagenti basati su 
BAG3 includono in maniera non limitativa: oligonuclotidi, innescatori per 
reazioni polimerasiche, sonde, (poli)peptidi o proteina, anticorpi 
monoclonali o policlonali, ecc., e qualsiasi altro reagente capace di 
rilevare o modulare P espressione di BAG3. 

Si intendono ricompresi nella presente invenzione i reagenti equivalenti 
a quelli indicati, che permettono di ottenere risultati simili a quelli illustrati 
nella presente invenzione. 
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In particolare, per quanto riguarda la proteina o sue parti o peptidi, sono 
considerati equivalents 

- (poli)peptidi o proteine naturali, che siano (poli)peptidi o proteine 
prodotti da cellule che non sono state ingegnerizzate geneticamente 
e specificamente contempla van (poli)peptidi o proteine che vengano 
da modificazioni post-trascrizionali o post-traduzionali del 
(poli)peptide o della proteina incluse, ma non limitatamente a, 
acetilazione, carbossilazione, glicosilazione, fosforilazione, 
lipidazione ed acilazione; 

- derivati, che siano (poli)peptidi o proteine chimicamente modificati 
con tecniche quali ubiquitinazione, marcatura (ad esempio, con 
radionuclidi, fluorocromi o vari enzimi), PEGilazione (formazione di 
derivati con glicol polietilenico) ed inserzione o sostituzione per 
sintesi chimica di aminoacidi come I 1 omitina, che non si ha 
normalmente nelle proteine umane; 

- varianti ricombinanti, che siano (poli)peptidi o proteine che 
differiscano da (poli)peptidi o proteine naturali per inserzione di 
aminoacidi, delezioni, sostituzioni, create usando tecniche di DNA 
ricombinante. Un criterio per determinare qualii residui aminoacidici 
possano essere sostituiti, aggiunti o deieti senza abolire attivita di 
interesse, come il traffico cellulare, pud essere rinvenuto comparando 
la sequenza del particolare polypeptide con quella dei peptidi 
omologhi e minimizzando il numero di cambiamenti nella sequenza 
aminoacidica fatti in regioni di alta omologia. 

Preferibilmente, le sostituzioni aminoacidiche sono il risultato della 
sostituzione di un aminoacido con un altro aminoacido che abbia 
proprieta strutturali e/o chimiche simili, cioe sostituzioni aminoacidiche 
conservative. Sostituzioni di aminoacidi possono essere fatte sulla base 
di similarita in poJarita, carica, solubiiita, idrofobicita, idrofiliciia, e/o ia 
natura anfipatica dei residui coinvolti. Per esempio, gli aminoacidi non 
polari (idrofobici) includono alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, 
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fenilalanina, triptofano e metionina; gli aminoacidi polari neutri includono 
glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina e glutamina; git 
aminoacidi positivamente carichi (basici) includono arginina, lisina ed 
istidina; gli aminoacidi carichi negativamente (acidici) includino Y acido 
aspartico e T acido glutammico. La variazione consentita pud essere 
determinata sperimentalmente facendo inserzioni, delezioni o 
sostituzioni aminoacidiche sistematiche in una molecola polipeptidica 
usando tecniche di DNA ricombinante ed analizzando le varianti 
ricombinanti che ne risultano per la loro attivita. 

Alternativamente, ove si desideri un' alterazione della funzione, 
inserzioni, delezioni o alterazioni non conservative possono essere 
ingegnerizzate per produrre (poli)peptidi o proteine alterati. Tali 
alterazioni possono, per esempio, alterare una o piO funzioni biologiche 
o caratteristiche biochimiche. Per esempio, tali alterazioni possono 
cambiare caratteristiche del (poli)peptide o della proteina quali I 1 affinita 
per ligandi, affinity intercatena, o grado di degradazione/ricambio. 
Inoltre, tali alterazioni possono essere selezionate cos! da generare 
(poli)peptidi o proteine che siano piu adatti per Y espressione, I' 
efficienza di produzione e I' adattabilita nelle cellule ospiti scelte per I' 
espressione. Per esempio, i residui di cisteina possono essere deleti o 
sostttuiti con altri residui aminoacidici per eliminare i ponti disolfuro. 
Sostanzialmente equivalent! possono essere sequenze nucleotidiche o 
aminoacidiche, per esempio una sequenza mutata, che varii da una 
sequenza di riferimento per una o piu sostituzioni, delezioni o aggiunte, r 
effetto netto delie quali non risulti in una dissimiglianza funzionale fra tale 
sequenza e quella di riferimento. Tipicamente, una tale sequenza 
sostanzialmente equivalente varia da quella di riferimento di non piCi del 
20%: cioe, il numero delle sostituzioni, inserzioni e/o delezioni individuals 
in una sequenza sostanzialmente equivalente, comparata alia 
corrispondente sequenza di riferimento, diviso per il numero totale dei 
residui nella sequenza sostanzialmente equivalente dovrebbe dare 0.2 o 
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meno. Una tale sequenza e detta avere I 1 80% di identita con ia 
sequenza di riferimento. Oppure, una sequenza mutata sostanzialmente 
equivalente a quella/e oggetto deir invenzione pud variare dalla 
sequenza di riferimento per non piu del 10% (90% di identita), del 5% 
(95% di identita) o del 2% (98% di identita). Rispetto alle sequenze 
aminoacidiche, le sequenze nucleotidiche sostanzialmente equivalent a 
quella/e deir invenzione possono avere una percentuale piu bassa di 
identita, considerate, ad esempio, la ridondanza o la degenerazione del 
codice genetico. Per gli scopi della presente invenzione, sequenze che 
abbiano attivite biologica sostanzialmente equivalente e caratteristiche di 
espressione sostanzialmente equivalent! sono considerate 
sostanzialmente equivalents Va scartata la possibility di troncare, alio 
scopo di determinare I* equivalenza, la sequenza matura (ad esempio, 
attraverso una mutazione che crei un codone di stop spurio). 
Sequenze nucleotidiche che codifichino per tali sequenze 
sostanzialmente equivalenti, sequenze con le percentuali di identita 
sopra dette possono essere isolate ed identificate attraverso procedure 
standard di ibridazione ben note agli esperti. 

Volendo, si pud disegnare un vettore di espressione che contenga una 
sequenza segnale o leader che diriger& il polipeptide attraverso la 
membrana di una cellula. Una tale sequenza puo essere presente 
naturalmente o presa da fonti proteiche eterologhe con tecniche di DNA 
ricombinante* 

Varianti ricombinanti che codifichino questi stessi o simili (poli)peptidi o 
proteine possono essere sintetizzate o selezionate facendo uso della 
ridondanza del codice genetico. Varie sostituzioni di codone, come i 
cambiamenti silenti, che producono vari siti di restrizione, possono 
essere introdotte per ottimizzare il clonaggio in un plasmide o in un 
vettore virale o I' espressione in un particolare sistema procariotico o 
eucariotico. Mutazioni nella sequenza polinucleotidica possono riflettersi 
nel polipeptide o in dominii di altri peptidi aggiunti al polipeptide per 
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modificare le proprieta di una qualche parte del polipeptide, o 
caratteristiche quali affinita per i ligandi, affinita intercatena o grado di 
degradazione/ricambio. 

Parti della/e sequenza/e nucleotidica o aminoacidica relativa/e a BAG3 
possono essere fuse a molecole carrier quali immunoglobuline o simili 
per molti scopi, inclusa I' implementazione della valenza di siti proteici 
ieganti. 

Reagenti basati su omologhi di specie di BAG3 sono considerati 
equivalenti rispetto agli usi illustrati nella presente invenzione. 
Le sequenze che ricadono nello scopo deila presente invenzione non 
sono solo le specifiche sequenze qui descritte o toro porzioni, ma anche 
le varianti alleliche. 

La presente invenzione viene illustrata dai seguenti esempi, figure e 
tabelle che non sono da considerarsi limitanti io scopo dell' invenzione. 
Descrizione dettaaliata delle figure e tabelle 

Fia. 1 - Espressione del mRNA e della oroteina BAG3 in cellule primarie 
da oazienti affetti da leucemia. Le cellule leucemiche sono state isolate 
da campioni di sangue periferico di pazienti di B-CLL attraverso 
centrifugazione su Ficoll-Hypaque (13) e tenute in coltura per 24 ore in 
mezzo RPM1 1640 supplementato con il 10% di siero bovino fetale (10% 
FCS-RPMI), con o senza fludarabina fosfato. Pannello A: il mRNA e 
stato estratto e I* espressione di BAG3 e stata verificata per PCR (I' 
espressione del GAPDH viene mostrata a scopo di comparazione). 
Pannello B: le cellule sono state permeabilizzate ed analizzate in 
immunofluorescenza indiretta con un anticorpo policlonale di coniglio 
diretto contro il peptide sintetico NPSSMTDTPGNPAAPcooh, 
corrispondente agli ultimi 15 aminoacidi della regione carbossiterminale 
deila proteina BAG3. a= anticorpo di controllo; b= cellule in mezzo di 
controllo analizzate con anti-BAG3; c=cellule incubate con fludarabina 
analizzate con anti-BAG3. 
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Fio. 2 - Modulazione neaativa dei livelli proteici di BAG3 per mezzo di 
olioonucleotidi antisenso. Le cellule leucemiche sono state Isolate da 
campioni dl sangue periferico di pazientl di B-CLL attraverso 
centrifugazione su Ficoll-Hypaque e tenute in coltura per 20 ore senza 
(b) o con gli oligodeosslnucleotidi fosforotioati antisenso per BAG3 (b+a) 
o nonsenso di controllo (b+v) (5 microM) indicati nel teste Quindi le 
cellule sono state permeabilizzate ed analizzate in immunofluorescenza 
indiretta con un anticorpo policlonale di coniglio diretto contro il peptide 
sintetico NPSSMTDTPGNPAAPcooh, corrispondente agli ultimi 15 
aminoacidi della regione carbossiterminale della proteina BAG3. a= 
anticorpo di controllo. 

Fia. 3 - Effetto deali oliaonucleotidi antisenso per BAG3 sul rilascio del 
citocromo c mitocondriale nelle cellule di B-CLL. Le cellule leucemiche 
sono state isolate da campioni di sangue periferico di pazienti di B-CLL 
attraverso centrifugazione su Ficoll-Hypaque e tenute in coltura per i 
tempi indicati con o senza gli oligodeossinucleotidi fosforotioati antisenso 
per BAG3 o nonsenso di controllo (5 microM) indicati nel testo. Quindi 
sono stati ottenuti estratti cellulari ed il rilascio del citocromo c 
mitocondriale e stato analizzato come descritto nella ref. 8. 
Fio. 4 - Ef fetto deoli olioonucleotidi antisenso per BAG3 sull' attivita di 
casnasi 3 nelle cellule di B-CLL. Le cellule leucemiche sono state isolate 
da campioni di sangue periferico di pazienti di B-CLL attraverso 
centrifugazione su Ficoll-Hypaque e tenute in coltura per i tempi indicati 
con o senza gli oligodeossinucleotidi fosforotioati antisenso per BAG3 o 
nonsenso di controllo (5 microM) indicati nel testo. Quindi sono stati 
ottenuti estratti cellulari e I" attivita di caspasi 3 e stata analizzata come 
descritto nella ref. 9. 

Fio. 5 - Effetto deoli oligonucleotidi antisenso per BAG3 sul leaame all' 
annessina V nelle cellule di B-CLL. Le cellule leucemiche sono state 
isolate da campioni di sangue periferico di pazienti di B-CLL attraverso 
centrifugazione su Ficoll-Hypaque e tenute in coltura per 40 ore con o 



18 



3135PTEP ^fc Notarbartoio & 



is/ SpA 



senza gli oligodeossinucleotidi fosforotioati antisenso per BAG3 o 
nonsenso di controllo (5 microM) indicati nel testo. Quindi la vitalita delle 
cellule e stata valutata attraverso incorporazione di ioduro di propidio 
nelle cellule non permeabilizzate, mentre contemporaneamente il 
legame all* annessina V e stato valutato attraverso immunofluorescenza, 
come descritto nella ref. 1 0. 

Fia. 6 - Effetto deali oliaonucleotidi antisenso per BAG 3 sull' apoptosi in 
15 campioni di B-CLL. Le cellule leucemiche sono state isolate da 
campioni di sangue periferico di pazienti di B-CLL attraverso 
centrifugazione su Ficoll-Hypaque e tenute in coltura per cinque giorni 
con o senza fludarabina fosfato (2 microgr/ml) e/o gli 
oligodeossinucleotidi fosforotioati antisenso per BAG3 o nonsenso di 
controllo (5 microM) indicati nel testo (13). Quindi le cellule sono state 
permeabilizzate, e stato aggiunto ioduro di propidio e la percentuale di 
element! ipodiploidi e stata valutata in citofluorimetria come descritto 
nella ref. 11. 

Fia. 7 - Effetto deali oliaonucleotidi antisenso per BAG 3 sull' aooptosi in 
cellule primarie da pazienti affetti da ALL. Le cellule leucemiche sono 
state isolate da campioni di sangue periferico di pazienti di B-CLL 
attraverso centrifugazione su Ficoll-Hypaque e tenute in coltura per 
quattro giorni (pannello B) o per i tempi indicati (pannello B) con o senza 
citosina arabinoside (1 microM) e/o gli oligodeossinucleotidi fosforotioati 
antisenso per BAG3 o nonsenso di controllo (5 microM) indicati nel testo. 
Quindi le cellule sono state permeabilizzate, e stato aggiunto ioduro di 
propidio e la percentuale di elementi ipodiploidi e stata valutata in 
citofluorimetria come descritto nella ref. 1 1 . 

Tabella 1 - Effetto deali oliaonucleotidi antisenso per BAG3 sull' aooptosi 

in cellule della linea di osteosarcoma umano SAOS . 

Oligo Incubazione 

Mezzo di controllo Etoposide (5 microM) Topotecan (40 ng/ml) 

17.74* 38.32 36.84 
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BAG3 antisenso 52.38 73.40 68.62 

nonsenso di controllo 25.84 45.40 41.60 

* % di apoptosi 

Cellule delta linea SAOS sono state incubate per 72 ore in 10% FCS- 
RPM1, con o senza chemioterapici (etoposide o topotecan) e/o gli 
oligodeossinucleotidi fosforotioati antisenso per BAG3 o nonsenso di 
controllo (5 microM) indicati nel testo. Quindi le cellule sono state 
permeabilizzate, e stato aggiunto ioduro di propidio e la percentuale di 
elementi ipodiploidi e stata valutata in citofluorimetria come descritto 
nella ref. 11. 

Fig. 8 - Effetto deal! oliaonucleotidi antisenso per BAG3 sui livelli di 
proteina BAG3 in cellule del la linea mieloide umana U937 Cellule della 
linea U937 sono state incubate per un giorno in 10% FCS-RPMI con o 
senza gli oligodeossinucleotidi fosforotioati antisenso per BAG3 o 
nonsenso di controllo (5 microM) indicati nel testo. Quindi le cellule sono 
state permeabilizzate ed analizzate in immunofluorescenza indiretta con 
un anticorpo policlonale di coniglio diretto contro il peptide sintetico 
NPSSMTDTPGNPAAPcooh, corrispondente agli ultimi 15 aminoacidi 
della regione carbossiterminale della proteina BAG3. 
Fig. 9 - Effetto deali oliaonucleotidi antisenso per BAG3 suH'apoptosi 
indotta da stress in cellule U937 . Cellule della linea U937 sono state 
incubate in triplicato per 40 ore con o senza dietilmaleato (DEM, 1.2 
microM) e/o gli oligodeossinucleotidi fosforotioati antisenso per BAG3 o 
nonsenso di controllo (5 microM) indicati nel testo. Quindi le cellule sono 
state permeabilizzate, e stato aggiunto ioduro di propidio e la 
percentuale di elementi ipodiploidi e stata valutata in citofluorimetria 
come descritto nella ref. 1 1 . 

Fig. 10 - Effetto deali oliaonucleotidi antisenso per BAG 3 suH'apoptosi 
indotta da stress in leucociti primari normal! da sanaue oeriferico. Da 
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campioni di sangue periferico umano normale sono stati ottenuti linfociti 

(pannello A) e monociti (pannello B) attraverso centrifugazione su 

gradients di densita di Ficoll- Hypaque 50-72%; le cellule sono state 

incubate 48 ore in 10% FCS-RPMI con o senza una combinazione di 

DEM (1.2 microM) + 2ME (20 microM) e/o gli oligodeossinucleotidi 

fosforotioati antisenso per BAG3 o nonsenso di contralto (5 microM) 

indicati nel testo. Quindi le cellule sono state permeabilizzate, e stato 

aggiunto ioduro di propidio e la percentuale di element! ipodiploidi e stata 

valutata in citofluorimetria come descritto nella ref. 11. 

Tabella 2 - Effetto protettivo dell' ioerespressione di BAG3 sull' apoptosi 
indotta da stress in cellule umane della linea 293 

Costrutto trasfettato incubazione % di apoptosi 

PcDNA di controllo mezzo di controllo 6. 1+0.3* 

DEM+2ME 32.4+1.2 

BAG3-pcDNA mezzo di controllo 5.3+0.2 

DEM+2ME 13.4±0.5 

* media di duplicati ± SD 

Cellule della linea umana sono state trasfettate usando una preparazione 
Fugene (Roche) con un costrutto di pcDNA di controllo oppure 
iperesprimente BAG3. L' iperespressione della proteina BAG3 e stata 
controllata per immunofluorescenza. Le cellule sono state incubate per 
48 ore con o senza DEM+2ME, quindi sono state permeabilizzate, e 
stato aggiunto ioduro di propidio e la percentuale di elementi ipodiploidi e 
stata valutata in citofluorimetria come descritto nella ref. 1 1. 
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RIVENDICAZIONI 

1. Polinucleotide isolato da usare come medicamento comprendente: 
una sequenza nucleotidica che codifica per un polipeptide 
comprendente la sequenza amminoacidica SEQ. ID. N. 2 o le 
sequenze SEQ. ID. 11, 13, 15, e relativi frammenti, o la SEQ. ID. N. 
3, la sequenza nucleotidica SEQ. ID. N. 1 o le sequenze SEQ. ID. 10, 
12, 14, e relativi frammenti, la sequenza nucleotidica che comprende 
la sequenza che codifica la proteina matura. 

2. Polinucleotide isolato che ibridizza per il complemento dei 
polinucleotidi della riv. 1 in condizioni di stringente ibridizzazione. 

3. Polinucleotide isolato che comprende il complemento dei 
polinucleotidi della riv. 1. 

4. Oligonucleotide antisenso isolato da usare come medicamento 
indicato come SEQ. ID. N. 4-6 o suoi equivalenti funzionali. 

5. Polinucleotide/i secondo le riv. 1-4 da usare per la modulazione 
dell'apoptosi in cellule primarie. 

6. Polinucleotide/i secondo le riv. 1-4 da usare per il trattamento di una 
fra le seguenti affezioni: danni tissutali acuti o cronici, come ischemia 
cardiaca, renale, cerebrale o di altri organi, danni cerebrali o di altri 
tessuti in relazione a HIV, malattie muscolari scheletriche, rigetto di 
trapianti; malattie degenerative croniche come il Parkinson, la 
sclerosi laterale amiotrofica ed altre; malattie neoplastiche, 
autoimmunitarie o di altro tipo che coinvolgano un' apoptosi 
eccessiva o deficitaria; riparo di tessuti o rimarginazione di ferite, 
trattamento di incisioni chirurgiche, ed ulcere, come ulcere gastriche 
o diabetiche. 

7. Vettore comprendente il/i polinucleotide/i delle riv. 1 o 2. 

8. Vettore di espressione comprendente il/i polinucleotide/i isolato/i delle 
riv. 1 o 2. 

9. Cellula geneticamente modificata per contenere il/i polinucleotide/i 
delle riv. 1 o 2. 
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10-Cellula geneticamente modificata per contenere il/i polinucleotide/i 
delle riv. 1 o 2 in associazione operativa con una sequenza 
regolatrice che controlla I'espressione del polinucleotide in detta 
cellula. 

H.Polipeptide isolato da usare come medicamento comprendente: la 
sequenza amminoacidica SEQ. ID. N. 2 o le sequenze SEQ. ID. 11, 
13, 15, e relativi frammenti, il peptide SEQ. ID. N. 3. 

12. Polipeptide secondo la riv. 11 da usare per la modulazione 
dell'apoptosi in cellule primarie. 

13. Polipeptide secondo la riv. 1 1 da usare per il trattamento dl una fra le 
seguenti affezioni: danni tissutali acuti o cronici, come ischemia 
cardiaca, renale, cerebrale o di altri organi, danni cerebrali o di altri 
tessuti in relazione a HIV, malattie muscolari scheletriche, rigetto di 
trapianti; malattie degenerative croniche come il Parkinson, la 
sclerosi laterale amiotrofica ed altre; malattie neoplastiche, 
autoimmunitarie o di altro tipo che coinvolgano un' apoptosi 
eccessiva o deficitaria; riparo di tessuti o rimarginazione di ferite, 
trattamento di incisioni chirurgiche, ed ulcere, come ulcere gastriche 
o diabetiche. 

14. Anticorpo diretto contro il polipeptide della riv. 11. 

15. Composizioni farmaceutiche da usare come medicamento 
comprendenti almeno uno fra i componenti seguenti: sequenza 
amminoacidica SEQ. ID. N. 2 o almeno uno dei suoi frammenti 
ricavati dalla sequenza indicata mediante sottolineatura, sequenza 
nucleotidica SEQ. ID. N. 1 o le sequenze SEQ. ID. 11, 13, 15, e 
relativi frammenti, peptide SEQ. ID. N. 3, oligonucleotidi antisenso 
SEQ. ID. N. 4-6, sequenze complementari a dette sequenze 
nucleotidiche o oligonucleotidi, anticorpo monoclonale o policlonale 
atto a riconoscere uno o piu epitopi specifici di BAG3, vettori 
contenenti sequenze specifiche di BAG3, cellule ingegnerizzate per 
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contenere tali sequenze e cellule ingegnerizzate per esprimere tali 
sequence 

16. Composizioni secondo la riv. 15 comprendenti ulteriormente un 
carrier farmaceuticamente accettabile. 

17. Composizioni secondo la riv. 15 per la modulazione dell'apoptosi in 
cellule primarie. 

18. Composizioni secondo la riv. 15 da usare per il trattamento di una fra 
le seguenti affezioni: danni tissutali acuti o cronici, come ischemia 
cardiaca, renale, cerebrate o di altri organi, danni cerebrali o di altri 
tessuti in relazione a HIV, malattie muscolari scheletriche, rigetto di 
trapianti; malattie degenerative croniche come il Parkinson, la 
sclerosi laterale amiotrofica ed altre; malattie neoplastiche, 
autoimmunitarie o di altro tipo che coinvolgano un* apoptosi 
eccessiva o deficitaria; riparo di tessuti o rimarginazione di ferite, 
trattamento di incisioni chirurgiche, ed ulcere, come ulcere gastriche 
o diabetiche. 

19.lmpiego deJ polinucleotide secondo le riv. 1-4 per la modulazione 
dell'apoptosi in cellule primarie. 

20.lmpiego del polipeptide secondo la riv. 14 per la modulazione 
dell'apoptosi in cellule primarie. 

21.lmpiego secondo le riv. 19 e 20 per il trattamento di una fra le 
seguenti affezioni: danni tissutali acuti o cronici, come ischemia 
cardiaca, renale, cerebrate o di altri organi, danni cerebrali o di altri 
tessuti in relazione a HIV, malattie muscolari scheletriche, rigetto di 
trapianti; malattie degenerative croniche come il Parkinson, la 
sclerosi laterale amiotrofica ed altre; malattie neoplastiche, 
autoimmunitarie o di altro tipo che coinvolgano un' apoptosi 
eccessiva o deficitaria; riparo di tessuti o rimarginazione di ferite, 
trattamento di incisioni chirurgiche, ed ulcere, come ulcere gastriche 
o diabetiche. 
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22. Metodo per rilevare la presenza della sequenza nucleotidica SEQ. 
ID. N. 1 o della proteina SEQ. ID. N. 2 o di parti di esse in un 
campione comprendente gli stadi di: mettere in contatto il campione 
con un composto che si lega a formare un complesso con ii 
nucleotide o la proteina in condizioni sufficienti per formare il 
complesso e rilevare il complesso. 

23. Metodo per identificare un composto che si lega al polipeptide SEQ. 
ID. N. 2 comprendente gli stadi di: mettere in contatto il composto 
con il polipeptide SEQ. ID. N. 2 in condizioni perche si formi il 
complesso composto/polipeptide e rilevare il complesso. 

24. Kit di identificazione e diagnosi comprendente il polinucleotide 
secondo le riv. 1-4 o il polipeptide secondo la riv. 13 o gli oligo 
antisenso SEQ. ID. N. 4-6 o funzionalmente equivalenti. 
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LISTA DELLE SEQUENZE PER LA DOMANDA Dl BREVETTO DAL 
TITOLO "Sequenze nucleotidiche e aminoacidiche di BAG3 da 
impiegare in ricerca, diagnosi e terapia per patologie che coinvolgono la 
morte cellulare, e per la modulazione della soprawivenza e/o morte 
cellulare." 

Titolari: Arturo LEONE e Maria Caterlna TURCO 
Inventori: Arturo LEONE e Maria Caterlna TURCO 

SEQ. ID. N. 1: 

1 gcggagctcc gcatccaacc ccgggccgcg gccaactttt 

ttggactgga ccagaagttt 
- ctagccggcc agttgctacc tccctttatc tcctccttcc 

cctctggcag cgaggaggct 
121 atttccagac acttccaccc ctctctggcc acgtcacccc 

cgcctttaat tcataaaggt 
181 gcccggcgcc ggcttcccgg acacqtcggc ggcggagagg 

ggcccacggc ggcggcccgq 
241 ccagagactc ggcgcccgga gccagcgccc cgcacccqcg 

ccccagcggg cagaccccaa ' 
301 cccagcatga gcgccgccac ccactcgccc atgatgcagg 

tggcgtccgg caacggtgac 
361 cgcgaocctt tgccccccgg atgggagatc aagatcgacc 

cgcagaccgg ctggcccttc 
421 ttcgtggacc acaacagccg caccactacg tggaacgacc 

cgcgc gtgcc ctctgagggc 
481 cccaaggaga ctccatcctc tgccaatggc ccttcccqqq 

agggctctag gctgccgcct 
541 gctagggaag gccaccctgt gtacccccag ctccqaccaq 

gctacattcc cattcctgtq 
601 ctccatgaag gcgctgagaa ccggcaggtg caccctttcc 

atgtctatcc ccagcctggg 
661 atgcagcgat tccgaactga ggcggcagca gcgqctcctc 

agaggtccca gtcacctctg 
721 cggggcatgc cagaaaccac tcagccagat aaacagtqtg 

gacaggtgqc agcgqcqqcq ^ ^ ~ ^ 

781 gcagcccagc ccccagcctc ccacggacct gagcggtccc 

agtctccagc tgcctctgac — — 

841 tqctcatcct catcctcctc ggccagcctg ccttcctccq 

gcaggagcag cctgqqcaqt "~ " ~~' 
901 caccagctcc cgcgqgggta catctccatt ccggtgatac 

acgagcagaa cgttacccgg 
961 ccagcagccc agccctcctt ccaccaagcc cagaagacgc 

actacccagc gcagcagggg 
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1021 qaqtaccaga cccaccagcc tgtgtaccac aagatccagg 

gggatgactg ggagccccgg 
1081 cccctgcggg cggcatcccc gttcaggtca tctgtccagg 

gtgcatcgag ccgggagggc 
1141 tcaccaqcca ggagcagcac gccactccac tccccctcgc 

ccatccgtgt gcacaccgtg 
1202 gtcgacaggc ctcagcagcc catgacccat cgagaaactg 

cacctgtttc ccagcctgaa 
1261 aacaaaccag aaagtaagcc aggcccagtt ggaccagaac 

tccctcctgg acacatccca 
1322 attcaagtga tccgcaaaga ggtggattct aaacctgttt 

cccagaagcc cccacctccc 
tctgagaagg tagaggtgaa agttccccct gctccagttc 
cttgtcctcc tcccagccct 

1441 ggcccttctg ctgtcccctc ttcccccaag agtqtggcta 

cagaagagag ggcagccccc 
1502 agcactgccc ctgcagaagc tacacctcca aaaccaggag 

aagccgaggc tcccccaaaa 
1562 catccaggag tgctgaaagt ggaagccatc ctggagaagg 

tgcaggggct ggagcaggct 
1621 gtagacaact ttgaaggcaa gaagactgac aaaaagtacc 

tgatgatcga agagtatttg 
1681 accaaagagc tgctggccct ggattcagtg gaccccgagg 

gacgagccga tgtgcgtcag 
1742 gccaggagag acggtgtcag gaaggttcag accatcttgg 

aaaaacttga acagaaagcc 
1801 attgatgtcc caggtcaagt ccaggtctat gaactccagc 

ccagcaacct tgaagcagat 
1861 cagccactgc aggcaatcat ggagatgggt gccgtggcag 

cagacaaggg caagaaaaat 
1922 gctqgaaatg cagaagatcc ccacacagaa acccagcagc 

cagaagccac agcagcagcg 
1981 acttcaaacc ccagcagcat gacagacacc cctggtaacc 

caqcagcacc gtagcctctg 
2041 ccctgtaaaa atcagactcg gaaccgatgt gtgctttagg 

gaattttaag ttgcatgcat 
2101 ttcagagact ttaagtcagt tggtttttat tagctgcttg 

gtatgcagta acttgggtgg 
2161 agqcaaaaca ctaataaaag ggctaaaaag qaaaatgatg 

cttttcttct atattcttac 
2222 tctqtacaaa taaagaagtt gcttgttgtt tcagaagttt 

aaccccgttg cttgttctgc 
2282 agccctgtct acttgggcac ccccaccacc tgttagctgt 

ggttgtgcac tgtcttttgt 
2341 agctctggac tggaggggta gatggggagt caattaccca 

tcacataaat atgaaacatt 
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2402 tatcagaaat gttgccattt taatqaqatg attttcttca 

tctcataatt aaaatacctg 

24 61 actttaqaga qaqtaaaatg tgccaqqaqc cataggaata 

tctgtatgtt ggatgacttt 

2521 aatgctacat ttt 

SEQ. ID. N. 2: 

" MSAATHSPMMQVASGNGDRDPLPPGWEIKIDPQTGW PFFVDHNS 

RTTT WNDPRVPSEGPKETPSSANGPSRBGSRLPPAREGHPWPQLRPGYIPIP 
VLHEG 

AENRQVHPFHWPQPGMQRFRTEAAAAAPQRSQSPLRGMPETTQPDKQCGQVA 
AAAAA 

QPPASHGPERSQSPAASDCSSSSSSASLPSSGRSSLGSHQLPRGYISIPVIHE 
QNVTR 

PAAQPSFHQAQKTHYPAQQGEYQTHQPVYHKIQGDDWEPRPLRAASPFRSSVQ 
GASSR 

EGSPARSSTPLHSPSPIRVHTWDRPQQPMTHRETAPVSQPENKPESKPGPVG 
PELPP 

GHIPIQVIRKEVDSKPVSQKPPPPSEKVEVKVPPAPVPCPPPSPGPSAVPSSP 
KSVAT " 

EERAAPSTAPAEATPPKPGEAEAPPKHPGVLKVEAILEKVQGLEQAVDNFEG K 
KTDKK 

YDyilEEYLTKELIJy^DSVDPEGRADVRQARRDGVRKVQTILEKLEQKAIDVPG 
QVQVY 

ELQPSNLEADQPLQAIMEMGAVAADKGKKNAGNAEDPHTETQQPEATAAATSN 
PSSMT " ~ 

• _j DTPGNPAAP'' 

SEQ. ID. N. 3: NPSSMTDTPGNPAAP 
SEQ. ID. N. 4: TGCATCATGG GCGAGTGGGT GGCGG 
SEQ. ID. N. 5: GCTCATGCTG GGTTGGGGTCTG 
SEQ. ID. N. 6: ATTAAAGGCG GGGGTGACGT GG 
SEQ. ID. N. 7: TTATATTCTATTATATTTATGAACTCC 
SEQ. ID. N. 8: CCTCGTAACCACCG ACCTCAAT 
SEQ. ID. N. 9: GCTTATGGAG GATTGAGGTT GG 
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SEQ. ID. N. 10: 

gcggagctcc gcatccaacc ocgggccgcg gccaacttttttggactgga ccagaagttt 
ctagccggcc agttgctacc tccctttatc tcctccttcc cctctggcag cgaggaggct 
atttccagac acttccaccc ctctctggcc acgtcacccc cgcctttaat tcataaaggt 
gcccggcgcc ggcttcccgg acacgtcggc ggeggagagg ggcccacggc 
ggcggcccgg ccagagactc ggcgcccgga gccagcgccc cgcacccgcg 
ccccagcggg cagaccccaa cccagcatga gcgccgccac ccactcgccc atgatgcagg 
tggcgtccgg caacggtgac 

SEQ. ID. N. 11: 

MSAATHSPMMQVASGNGDRDPLPPGWEIKIDPQTG 
SEQ. ID. N. 12: 

gtgcc ctctgagggc cccaaggaga ctccatcctc tgccaatggc ccttcccggg agggctctag 
gctgccgcctgctagggaag gccaccctgt gtacccccag ctccgaccag gctacattcc 
cattcctgtg ctocatgaag gcgctgagaa ccggcaggtg caccctttcc atgtetatcc 
ccagcctggg atgcagcgat tccgaactga ggcggcagca gcggctcctc agaggtccca 
gtcacctctg cggggcatgc cagaaaccac tcagccagat aaacagtgtg gacaggtggc 
agcggcggcg gcagcccagc ccccagoctc ccacggacct gagcggtccc agtctccagc 
tgcctctgac tgctcatcct catcctcctc ggccagcctg ccttcctccg gcaggagcag 
cctgggcagt caccagctcc cgcgggggta catctccatt ccggtgatac acgagcagaa 
cgttacccgg ccagcagccc agccctcctt ccaccaagcc cagaagacgc actacccagc 
gcagcagggg gagtaccaga cccaocagcc tgtgtaccac aagatccagg gggatgactg 
ggagccccgg cccctgcggg cggcatcccc gttcaggtca tctgtccagg gtgcatcgag 
ccgggagggc tcaccagcca ggagcagcac gccactccac tccccctcgc ccatccgtgt 
gcacaccgtg gtcgacaggc ctcagcagcc catgacccat cgagaaactg cacctgtttc 
ccagcctgaa aacaaaccag aaagtaagcc aggcccagtt ggaccagaac tccctcctgg 
acacatccca attcaagtga tccgcaaaga ggtggattct aaacctgttt cccagaagcc 
cccacctccc tctgagaagg tagaggtgaa agttccccct gctccagttc cttgtcctcc 
tcccagccct ggcccttctg ctgtcccctc ttcccccaag agtgtggcta cagaagagag 
ggcagccccc agcactgccc ctgcagaagc tacacctcca aaaccaggag aagccgaggc 
tcccccaaaa catccaggag 

SEQ. ID. N. 13: 

NDPRVPSEGPKETPSSANGPSREGSRLPPAREGHPVYPQLRPGYIPIP 

VLHEGAENRQVHPFHVYPQPGMQRFRTEAAAAAPQRSQSPLRGMPE 

TTQPDKQCGQVAAAAAAQPPASHGPERSQSPAASDCSSSSSSASLPS 

SGRSSLGSHQLPRGYISIPVIHEQNVTRPAAQPSFHQAQKTHYPAQQG 

EYQTHQPVYHKIQGDDWEPRPLRAASPFRSSVQGASSREGSPARSST 

PLHSPSPIRVH7WDRPQQPMTHRETAPVSQPENKPESKPGPVGPEL 

PPGHIPIQVIRKEVDSKPVSQKPPPPSEKVEVKVPPAPVPCPPPSPGPS 

AVPSSPKSVATEERAAPSTAPAEATPPKPGEAEAPPKHPGVLKVEAILE 

KVQGLEQAVDNFEG 
SEQ. ID. N. 14 
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attgatgtcc caggtcaagt ccaggtctat gaactccagc ccagcaacct tgaagcagat 
cagccactgc aggcaatcat ggagatgggt gccgtggcag cagacaaggg caagaaaaat 
gctggaaatg cagaagatcc ccacacagaa acccagcagc cagaagccac 
agcagcagcg acttcaaacc ccagcagcat gacagacacc cctggtaacc cagcagcacc 
gtagcctctg ccctgtaaaa atcagactcg gaaccgatgt gtgctttagg gaattttaag 
ttgcatgcat ttcagagact ttaagtcagt tggtttttat tagqtgcttg gtatgcagta acttgggtgg 
aggcaaaaca ctaataaaag ggctaaaaag gaaaatgatg cttttcttct atattcltac . 
tctgtacaaa taaagaagtt gcttgttgtt tcagaagttt 
aaccccgttg cttgttctgc 

agccctgtct acttgggcac ccccaccacc tgttagctgt 
ggttgtgcac tgtcttttgt 

agctctggac tggaggggta gatggggagt caattaccca 

tcacataaat atgaaacatt 
tatcagaaat gttgccattt taatgagatg attttcttca 
tctcataatt aaaatacctg 

actttagaga gagtaaaatg tgccaggagc cataggaata 
tctgtatgtt ggatgacttt 
aatgctacat ttt 

SEQ. ID. N. 15: 

ELQPSNLEADQPLQAIMEMGAVAADKGKKNAGNAEDPHTETQQPEAT 
AAATSN PSSMTDTPG N PAAP 
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RIASSUNTO 

La presente invenzione si riferisce a sequenze nucleotidiche e 
aminoacidiche di BAG3 da impiegare in terapia, diagnosi e ricerca nel 
campo della modulazione della sopravvivenza e/o morte di cellule 
primarie, in particolare nelle leucemie ed altre neoplasie o malattie che 
coinvolgano la morte cellulare. 
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